


















































































 第 2 章では、茶「べにふうき」からのメチル化カテキンの生合成に関与していると
思われる遺伝子を単離した。大腸菌を用いて酵素を発現させ、EGCG と反応させた結
果、EGCG3″Meと EGCG4″Meが生成された。そのため本遺伝子を新規 O-メチルトラ
ンスフェラーゼ、CsOMT  (Camellia sinensis O-methyltransferase) とした。また、新たに
エピガロカテキン-3-O-(3,5-O-ジメチル)ガレート (EGCG3″,5″diMe) と3- O -メチルエピ









Flammulina velutipes (エノキタケ) 抽出粗酵素に、メチル化カテキンの生成が確認できた。
さらに酵素の精製に成功し、解析した内部アミノ酸配列情報をもとに遺伝子を単離し
た。ホモロジー検索を行ったところ、他の担子菌の O-メチルトランスフェラーゼと相
同性を示した。本酵素は F. velutipes から単離した初めての酵素であり、Fv-OMT 
(Flammulina velutipes O-methyltransferase) とした。Fv-OMTを大腸菌を用いて発現させ、
EGCGと反応させたところ、EGCG3″Me、EGCG4″Me及びEGCG3″,5″diMeの生成を確
認し、さらに新たにエピガロカテキン-3-O-(3,4-O-ジメチル)ガレート (EGCG3″,4″diMe) 









 第 5章では、始めにマウスを用いてEGCG3″,5″diMeを100 mg/kgで単回投与をし、
毒性が認められないことを確認した。次に茶の酵素CsOMTを用いて生成された新規メ
チル化カテキンの活性評価を行った。マウスマスト細胞を用いたヒスタミン遊離抑制
































AUC : Area under the drug concentration time curve 
CBB : Coomassie brilliant blue 
cGMP : Cyclic guanosine monophosphate 
CCoAOMT : Caffeoyl-CoA O-methyltransferase 
CsOMT : Camellia sinensis O-methyltransferase 
DPPH : 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
EC : (–)-epicatechin 
ECG : (–)-epicatechin gallate 
EGC : (–)-epigallocatechin 
EGCG : (–)-epigallocatechin gallate 
EGCG3″Me : (–)-epigallocatechin-3-O-(3-O-methyl)gallate 
EGCG4″Me : (–)-epigallocatechin-3-O- (4-O-methyl)gallate 
EGCG3″,4″diMe : (–)-epigallocatechin-3-O-(3,4-O-dimethyl)gallate 
EGCG3″,5″diMe : (–)-epigallocatechin-3-O- (3,5-O-dimethyl)gallate 
EGCG3′,3″,5″triMe : (–)-3′-O-methylepigallocatechin-3-O-(3,5-O-dimethyl)gallate 
EGCG4′,3″,5″triMe : (–)-4′-O-methylepigallocatechin-3-O-(3,5-O-dimethyl)gallate 
eEF1A : Eukaryotic translation elongation factor 1A 
ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinese1/2 
HPLC : High Performance Liqud Chromatography 
Fv-OMT : Flammulina velutipes O-methyltransferase 
LC-TOF-MS : Liquid Chromatography-time of flight-mass spectrometry 
LC-MS/MS : Liquid Chromatography Mass Spectrometry / Mass Spectrometry 
IPTG : Isopropylthiogaractoside 
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NCBI : National Center for Biotechnology Information 
MIC : Minimal Inhibitory Concentration 
MRLC : Myosin Ⅱ regulatory light chain 
MYPT1 : Myosin phosphatase targeting subunit 1 
ORF : Open Reading Frame 
PDB : Potato Dextrose Broth 
RACE-PCR : Rapid Amplification of cDNA ends 
RhoA : Ras homologus gene family member A 
RT-PCR : Reverse-Transcreptase polymerase chain reaction 
SAM : S-adenosyl-L-methionine 
SDS : Sodium dodecyl sulfate 
STIM1 : Stromal interaction molecule 1 
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の内の森林面積は 2012年で 2,508万 haと国土面積の 2/3を占めている。森林面積の内
の人工林は 1,029万 haであり、森林の約 4割である。その中で花粉症の主な原因であ
るスギ及びヒノキの植林面積の推移は、1970年ではスギが 355.4万 ha、ヒノキが 146.4
万 haであったが、2012年ではそれぞれ 447.5万 ha (人工林の 44%)、259.9万 ha (人工林







症は 29.8%であった。そのうちスギ花粉症の患者は 26.5%であった (環境省、花粉症環
境保健マニュアル 2014資料より)。この有病率は 1998年と比較すると、10%の増加で
あった。また、厚生労働省の平成 26年度傷病別患者年次推移によると、昭和 59年 (1984





















((–)‐epigallocatechin、EGC)、エピカテキンガレード ((–)‐epicatechin gallate、ECG) 及








((–) ‐epigallocatechin‐3‐O‐(3‐O‐methyl) gallate、EGCG3″Me) と 4位がメチル化










































































































イラビリティに顕著な差が認められなかったことから、ガロイル基の 4位より 3 位の
メチル化が重要であることを論じている。また、人での EGCGを 43.5 mg含む茶飲料
とEGCG3″Meを 8.5 mg含む茶飲料を飲用した後の血漿中濃度を測定した結果、EGCG
のAUC (area under the drug concentration time curve ; min µg/mL) は6.72であったのに対し、















































にて採取した、一芯一葉から四葉を使用した。High Performance Liqud Chromatography 






「べにふうき」茶葉 1 gを液体窒素下で摩砕した後、RNeasy Maxi Kit (キアゲン) 及




計した。Total RNA 2 µg を用い、デジェネレートプライマーを用いて
Ready-to-Go-RT-PCR Beads (GE ヘルスケア) により Reverse-Transcreptase polymerase 







PCR条件 1：95℃,5 min→(95℃,1 min→55℃,1 min→72℃,1 min)×35→72℃,5 min 
１１ 
 
増幅したPCR産物は1%アガロースゲル電気泳動にかけた後、QIAquick Gel Extraction 
Kit (キアゲン) を用いてプロトコールに従って回収し、pGEM-T ベクタ  ー (pGEM-T 
Vector Systems、プロメガ) へプロトコールに従ってクローニング後、大腸菌 JM109株 
(タカラバイオ) へ常法に従って形質転換した。得られたプラスミドを含む大腸菌をLB
培地で 37℃、160 rpmにて約 16時間振とう培養し、QIAprep Spin Miniprep Kit (キアゲン) 
を用いてプラスミドを抽出した後、塩基配列を確認した。塩基配列の確認にはBig Dye 
Terminator Cycle Kit ver.3.1 (アプライド バイオシステムズ) を用いてプロトコールに従
ってPCRを行ない、塩基配列の解析にはシークエンサー：3100-Avant Genetic Analyzer 
(アプライド バイオシステムズ) を用いた。 
 
２－２－２－２．RACE-PCR法による 5’側遺伝子の単離 
塩基配列の解析で得られた配列情報をもとにし、RACE-PCR法 (Rapid Amplification 
of cDNA ends) による 5’側 cDNAの単離を行った。RACE-PCRは 5’RACE System for 
Rapid Amplification of cDNA Ends (ライフ テクノロジーズ) を使用し、プロトコールに
従って行なった。Total RNA 5 µg及びプライマ 5ー’GSP1を用いてファーストストラン
ド cDNAを合成し、次にプライマー5’GSP2を用いて PCRを行った (PCR条件 2)。得
られたPCR産物 2 µLを鋳型とし、プライマー5’GSP3を用いてPCRを行った (PCR条











PCR条件 2：94℃,5 min→(94℃,1 min→55℃,1 min→72℃,75sec)×35→72℃,10 min 
 




単離を行った。RACE-PCRは 3’RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (ライ
フ テクノロジ )ー を使用した。Total RNA 5 µg及びキットに付属のアダプタープライ
マーを用いてファーストストランド cDNAを合成し、次にプライマー3’GSP1を用いて





  3’GSP1：GAGACCAGTGTTTACCCAAGAGAG 
 
PCR条件 4：94℃,5 min→(94℃,1 min→62℃,1 min→72℃,90sec)×35→72℃,10 min 
 
２－２－２－４．全塩基配列の決定 







い、PCRを行った (PCR条件 5)。ポリメラーゼはKOD-Plus-DNA Polymerase (東洋紡) を
用いた。増幅したPCR産物及び pET28a (+) 発現ベクタ  ー (メルク KGaA) をNdeⅠ、
BamHⅠ処理した後、それぞれ 1%アガロースゲル電気泳動後、アガロースゲルから回
収し精製した。精製したDNA断片をDNA Ligation Kit ver.2.1 (タカラバイオ) を用いて










PCR条件 5：94℃,2 min→(94℃,15sec→60℃,30sec→68℃,1 min)×35→68℃,5 min 
 
２－２－３．大腸菌を用いた組換え酵素の発現 
先の２－２－２．で作製したORF領域を組み込んだ pET28a (+) ベクターを保持する
大腸菌BL21 (DE3) をLB培地にて 37℃、160 rpmで約 16時間培養した。培養液の一部
を新しいLB培地 10 mLに植菌し、37℃、160 rpmでO.D600=0.6になるまで培養した。
その後IPTG (isopropylthiogaractoside) を最終濃度0.1 Mになるように加え、28℃、160 rpm
で5時間振とう培養した。遠心分離により得られた沈殿物を20 mMリン酸buffer (pH7.4) 
に懸濁した後、超音波破砕した。再度遠心分離により回収した上清を組換え酵素液と
した。酵素液の一部は 12％ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル 
(SDS-PAGE) で電気泳動し、Coomassie brilliant blueにて染色した後、発現した酵素の確
１４ 
 




 得られた組換え酵素を用いて、酵素活性を確認した。酵素反応には 100 mM Tris-HCl 
(pH7.4), 0.2 mM MgCl2, 25 µM EGCG, メチル基供与体として 0.4 mM S-アデノシル-L-メ
チオニン (S-adenosyl-L-methionine、SAM) を用い、酵素液 1 mLを添加した。全量5 mL
の酵素反応液は 30℃で1時間反応させた。その後 1 M HClを 70 µL加えて酵素反応を
停止させ、酢酸エチル 8mLを加えて振とうし、遠心分離後の有機層を回収した。得ら




カラムWakopak Navi C18-5、4.6×150 mm (和光純薬) とガードカラム Wakopak Navi 
C18-5、4.6×10 mm (和光純薬) を用い、カラム温度は 40℃に設定した。移動相はA液；
水、アセトニトリル、リン酸を 400：10：1 (v/v) で混合したものと、B液；メタノール、
A液を 2：1 (v/v) で混合したものを用い、高圧グラジェントの条件で分析を行った。初
めに 80%A液を 2分間維持し、その後 25分で 20%A液にした。20%A液で 18分間維




のスケールアップを行った。100 mM Tris-HCl  (pH7.4), 0.2 mM MgCl2にEGCG 400 mg, 
0.4 mM SAM、組換え酵素液100 mLを添加し、全量を1.5 Lとした。30℃で一晩反応させ





し、適量の1% アスコルビン酸ナトリウムを含む30% (v/v) メタノール溶液に溶解した。
得られた溶解液をHPLCに注入し、必要とするピーク画分を分取した。HPLCは㈱日立
製作所製 (Hitachi HPLC system、L-7150 pump、L-7420 UV-vis Detector、D-2500 
chromato-integrator) を使用し、UV検出器にて波長280 nmで分析を行った。カラムは逆
相カラムInertsil ODS-Ⅲ, 20×150 mm (GL Science Inc., Tokyo) を用い、カラム温度は室温
で行った。移動相は35 (v/v) %メタノールを用い、流速12 mL/minで行った。 
LC-TOF-MS (QSTAR Elite, Applied Biosystems, Inc., CA) の分析には、Analyst QS 2.0 
software (アプライド バイオシステムズ) を用いた。イオン源の温度を450℃、分子量
の測定範囲をm/z 100-1000 とした。イオン化の条件は、ion spray voltage,-4500 V; auxiliary 
gas, 50 psi; nebulizer gas, 50 psi; nitrogen curtain gas, 30 psi; declustering potential, -30 V; 
focusing potential, -250 V; declustering potential 2, -15 V; accumulation time, 1 秒とした。UV
スペクトルは㈱日立製作所製 (U-2000 spectrophotometer) を用いた。 
NMR測定にはXWIN-NMR AV 600 (Bruker Biospin) を用い、各種NMRスペクトル 















ことができた。塩基配列のホモロジー検索をNational Center for Biotechnology Information 
(NCBI) データベースを用いて行なった結果、他植物で既知のカフェオイルCoA O－メ
チルトランスフェラーゼ (Caffeoyl-CoA O-methyltransferase、CCoAOMT) である Vitis 
vinifera[29]、Petroselinum crispum[30]及びNicotiana tabacum[31]と高い相同性を示した。そのた
め更に RACE-PCR法によりオープンリーディングフレーム (ORF) を含む 5’末端非翻
訳領域および 3’末端非翻訳領域をカバーした遺伝子全長を単離した。単離した遺伝子
の塩基配列を解析した結果、1094塩基であり、735塩基からなるORFをコードしてい
た (図 2-1)。推定されるアミノ酸配列は 245残基であった。塩基配列及びアミノ酸配列
の相同性検索をNCBIデータベースを用いてホモロジー検索を行なった結果、他植物で
既知のCCoAOMTであるVitis vinifera (GeneBank accession no.Z54233)[29]、Petroselinum 
crispum (no.M69184)[26]及びNicotiana tabacum (no.U62735.1)[31]と塩基配列で約 80％、アミ
ノ酸配列で 90％前後を示し、SAM結合ドメイン (A,B及びCドメイン) を三箇所保持
していることも判明した[32](図 2-2)。以上の結果から、単離した遺伝子はメチルトラン











ctctctctgc tcaccggcga tccaacactc cggcgaaaca aaaccaaaga ggaaaaaaca     60 
cagaaaatta attcgctgca ata atg gca aca aac gga gaa gga gaa cag aat    113 
                               Met Ala Thr Asn Gly Glu Gly Glu Gln Asn        
                               1               5                   10         
ctc agg cac caa gag gtc ggc cac aag agt ctt tta cag agc gat gct      161 
Leu Arg His Gln Glu Val Gly His Lys Ser Leu Leu Gln Ser Asp Ala          
                     15                  20                  25               
ctc tac cag tat ata ctt gag acc agt gtt tac cca aga gag cca gag      209 
Leu Tyr Gln Tyr Ile Leu Glu Thr Ser Val Tyr Pro Arg Glu Pro Glu          
                 30                  35                  40                   
gcg atg aag gag ctc aga gag gtc act gca aaa cat cca tgg aac atc      257 
Ala Met Lys Glu Leu Arg Glu Val Thr Ala Lys His Pro Trp Asn Ile          
             45                  50                  55                       
atg act acc tct gcc gac gaa ggt cag ttc ttg aac atg ctt ttg aag      305 
Met Thr Thr Ser Ala Asp Glu Gly Gln Phe Leu Asn Met Leu Leu Lys          
     60                  65                  70                           
ctt atc aac gcc aag aac acg atg gaa atc ggt gtt tac act ggt tac      353 
Leu Ile Asn Ala Lys Asn Thr Met Glu Ile Gly Val Tyr Thr Gly Tyr          
75                  80                  85                  90           
tct ctt ctc gcc acc gcc ctt gct ctc ccc gat gat ggg aag att ttg      401 
Ser Leu Leu Ala Thr Ala Leu Ala Leu Pro Asp Asp Gly Lys Ile Leu          
                     95                  100                 105              
gca atg gac att aac aga gaa aac ttc gaa atc ggt ctg ccg ata att      449 
Ala Met Asp Ile Asn Arg Glu Asn Phe Glu Ile Gly Leu Pro Ile Ile          
                 110                 115                 120                  
１８ 
 
gaa aag gcc ggc gtc gct cac aaa atc gac ttc aga gaa ggc cct gct      497 
Glu Lys Ala Gly Val Ala His Lys Ile Asp Phe Arg Glu Gly Pro Ala          
        125                 130                 135                      
ctg cct gct ctc gat aaa atg gtc gaa gat gga aag cat cat ggg tcg      545 
Leu Pro Ala Leu Asp Lys Met Val Glu Asp Gly Lys His His Gly Ser          
    140                 145                 150                          
ttt gat ttc att ttc gtg gac gct gac aag gac aac tac atc aac tac      593 
Phe Asp Phe Ile Phe Val Asp Ala Asp Lys Asp Asn Tyr Ile Asn Tyr          
155                 160                 165                 170          
cac aag agg ctg att gat ctg gtg aag gtt ggg gga ctg atc ggc tac      641 
His Lys Arg Leu Ile Asp Leu Val Lys Val Gly Gly Leu Ile Gly Tyr          
                175                 180                 185              
gat aac acc ctc tgg aac ggc tct gtg gtg gcg cct ccg gac gct ccg      689 
Asp Asn Thr Leu Trp Asn Gly Ser Val Val Ala Pro Pro Asp Ala Pro          
            190                 195                 200                  
atg agg aag tac gta agg tac tac aga gac ttc gtc ttg gag ctc aac      737 
Met Arg Lys Tyr Val Arg Tyr Tyr Arg Asp Phe Val Leu Glu Leu Asn          
             205                 210                 215                      
aag gca ctc gcc gcc gat ccc cgc atc gag atc tgc atg ctt cct gtc      785 
Lys Ala Leu Ala Ala Asp Pro Arg Ile Glu Ile Cys Met Leu Pro Val          
    220                 225                 230                          
ggc gat ggc att acc ctg tgc cgg cgt gtc tgc tgattccaac ccattgctgg    838 
Gly Asp Gly Ile Thr Leu Cys Arg Arg Val Cys                              
235                 240                 245                              
acaaaaacca aataatatga tattttgctt ttatttttat tatcttttgt tatgtcatat    898 
１９ 
 
gtatttgtat ttctaatgga cggtggatga ttggaagagt tcacgaccta cgcttccgat    958 
ttgatttgct gctcgaatca acatacaaag tggtctatta attggttttg aaatattagt   1018 
aatgttgttc atgcaatatt tttataaata tcaattcata attgaaaata tggggaaaaa   1078 
aaaaaaaaaa aaaaaa                                                   1094 
 













































CsOMTのアミノ酸配列から推定される分子量とも一致した (図 2-3)。 



















































また、リテンションタイム 34 minと 42 min付近にカテキンと同じ 270～280 nmの極大








































図 2-4. CsOMTを用いた酵素反応後のHPLCクロマトグラム 
(1) 標準物質ピーク、ピーク 1：ECG、ピーク 2：カテキン、ピーク 3：EGCG、ピー
ク 4：EC、ピーク 5：EGCG4″Me、ピーク 6：EGCG3″Me、ピーク 7：ECG。(2) 酵素













単離した未知ピーク C-A の構造解析を行なった結果、LC-TOF-MS (m/z 
485.1094[M-H-], calcd for 485.1078) や 13C NMRスペクトルの値からC24H22O11であるこ
とが判明した。これらの結果から、本化合物はエピガロカテキン-3-O-(3,5-O-ジメチル)
ガ レ ー ト  ((–)-3′-O-methylepigallocatechin  ‐3‐O‐(3,5‐O‐dimethyl)gallate 、
EGCG3″,5″diMe)であることが判明した (表 2-1、図 2-5)。EGCG3″,5″diMeは既に単離報
告があり、そのNMRデータと照らし合わせ、一致した[33]。 
未知ピークC-Bについても同様に解析を試みた。分子式は、LC-TOF-MS (m/z 499.1242 
[M-H]-, calcd for 499.1234) や 13C NMRスペクトルの値からC25H24O11と決定した。分子
式から未知ピークC-B はEGCGに3つのメチル基が導入されている化合物であること
が示唆された。化合物C-BのNMRスペクトルはEGCG3″,5″diMeと大部分が類似して
いたものの、メトキシシグナル (δ 3.62, 3H, s) が 1つ増加し、H-2'とH-6'が等価のシン
グレットシグナル (δ 6.53 (2H, s) in EGCG3″, 5″diMe) から非等価のダブレットシグナル 
(δ 6.58 (H-2', 1H, d, J = 1.5 Hz), δ 6.65 (H-6', 1H, d, J = 1.5 Hz) in compoundC-B) に変化して
いた。HMBCスペクトル解析の結果、δ 3.62のメトキシシグナルはC-3'と、H-2'はC-1', 
C-3', C-4', C-6', C-2と、H-6'はC-2', C-4', C-5', C-2との相関が確認された。これらの結果、
新たに増えたメトキシシグナルは B 環の C-3'に結合していることが示唆された。すな



















































表 2-1. 構造物C-A及びC-Bの 13C-及び 1H-NMRスペクトル 





















Position   compound-A Position   compound-B 
 δC  δH  δC  δH 
2 78.4  5.04 (br s) 2 78.8  5.07 (br s) 
3 70.8  5.47 (m) 3 70.6  5.55 (m) 
4 26.3  2.92 (dd = 3.6, 17.4) 4 26.7  2.92 (dd = 3.0, 17.4) 
   3.00 (dd = 4.8, 17.4)    3.03 (dd = 4.8, 17.4) 
5 157.8a   5 157.9b   
6 96.3  5.98 (d = 2.4) 6 95.7  6.00 (d = 2.4) 
7 158.0a   7 158.1b   
8 96.5  5.96 (d = 2.4) 8 96.6  5.98 (d = 2.4) 
9 157.1   9 157.3   
10 99.3   10 99.4   
1' 131.0   1' 130.7   
2', 6' 106.7  6.53 (s) 2' 103.2  6.58 (d = 1.5) 
3', 5' 146.9   3' 149.4   
4' 133.7   4' 134.9   
1'' 121.6   5' 146.4   
2'', 6'' 108.2  7.15 (s) 6' 108.7  6.65 (d = 1.5) 
3'', 5'' 148.8   OMe 56.5  3.62 (s) 
4'' 141.8   1'' 121.5   
OMe 56.8  3.82 (s) 2'', 6'' 108.3  7.17 (s) 
C=O 167.6   3'', 5'' 148.9   
    4'' 142.2   
    OMe 56.8  3.81 (s) 


































CsOMTは EGCGを基質とした酵素変換の結果、既知の EGCG3″Me と EGCG4″Me
以外に EGCG3″,5″diMeと EGCG3′,3″,5″triMeへ変換した。EGCG3″,5″diMeは薬用植物
である西アフリカ産の Bryophyllum pinnatum (Lam) Oken[39]とブラジル産の











































































































































菌水で洗浄した。柄の内部から 5 mm程度を切り出し、Difco Potato Dextrose Ager培地
上で 25℃にて培養し、菌糸体を単離した。得られた菌糸体を 0.02% glucose, 0.01% 
peptone, 0.002% Yeast Extract, 0.002% KH2PO4, 0.001% MgSO4・7H2Oの液体培地に接種し、
28℃にて旋回培養した。食用キノコからの菌糸体単離は Lentinus edodes (シイタケ), 
Lyophyllum shimeji  (シメジ), Grifola frondosa (マイタケ), Flammulina velutipes (エノキタ
ケ), Hypsizygus marmoreus (ブナシメジ), Pleurotus ostreatus (ヒラタケ), Armillaria mellea 
subsp. Nipponica (ナラタケ), Pleurotus cornucopiae var. citrinopileatus (タモギタケ), 
Pleurotus eryngii (エリンギ) 及びPleurotus nebrodensis (アワビタケ) を用いた。 
 
３－２－３．O－メチルトランスフェラーゼ活性の探索 
得られた菌糸体培養液をろ過して菌糸体を回収し、20 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM 
dithiothreitol (DTT), 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 10% glycerol溶液を加え
て超音波破砕した後、遠心分離した上清を粗酵素液として酵素活性の測定に用いた。
活性測定の基質には EGCGを用い、そのメチル化体の生成を指標とした。酵素反応組
成は 20 mM Tris-HCl (pH7.5), 2.5 mM MgCl2, 0.25 mM EGCG, 0.5 mM SAM, 粗酵素液 1.5 
３６ 
 
mLとし、全量 3 mLで 37℃、16時間反応させた。酵素反応液に 1 M HCl 70 µL、酢酸
エチル 5 mLを加えて攪拌し、遠心分離して有機層を回収した。有機層を窒素で乾固し







を乳鉢で破砕した後、20 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glycerol溶
液 600 mLに懸濁した。超音波破砕し、遠心分離 (10,000 rpm×10 min, 4℃) した上清を
再度遠心分離 (30,000 rpm×30 min, 4℃) して上清を回収した。上清に60%飽和になるよ
うに硫酸アンモニウムを添加し、攪拌、遠心分離した。遠心上清に 80%飽和になるよ
うに硫酸アンモニウムを添加し、攪拌、遠心分離して沈殿物を得た。沈殿物を 20 mM 
Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 10% glycerol溶液 40 mLに溶解した後、PD-10
カラム (GEヘルスケアバイオサイエンス) を用いて脱塩した。脱塩したサンプルは 20 
mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTT緩衝液で平衡化した陰イオン交換カラム (HiPrep 16/10 
DEAE FF、GEヘルスケアジャパン) に吸着させ、20 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTT
を含む 0-500 mM NaCl溶液の直線濃度勾配を用いて 2 mL/minの流速で溶出し、活性画
分を分取した。活性の確認は実験方法「３－２－３」に従って HPLC で確認した。活
性画分を分画分子量 3,000の限外ろ過カラムで脱塩、濃縮した後、1.5 Mの硫酸アンモ
ニウム濃度になるように調製した。サンプルは 100 mM リン酸バッファ  ー (pH7.5), 1 
mM DTT, 1.5 M硫酸アンモニウム緩衝液で平衡化した疎水性相互作用カラム (Phenyl 
Sepharose HP Hiload 26/10、GEヘルスケアジャパン) に吸着させ、100 mMリン酸バッ




一部を 20 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTT緩衝液で平衡化した強陰イオン交換カラム 
(TSK-gel BioAssist Q, 4.6 mm i.d.×5 cm、東ソー㈱) に吸着させた。20 mM Tris-HCl (pH7.5), 





 疎水性相互作用カラム精製で得られた活性画分をProtein Desalting Spin Columns (サー
モサイエンティフィックスジャパン) を用いて脱塩し、10 mM Tris-HCl (pH7.5) にて溶
出した。サンプルの一部は 12% SDS-PAGEにアプライし、得られたバンドをゲルより
抽出した。次いで同サンプルのうち、タンパク質 20 µgを減圧乾固し、膨潤用 buffer (9 M 
Urea, 2% (w/v) CHAPS, 0.5% Immobilized pH gradient buffer, 0.002% bromophenol blue) 125 
µLに溶解した。遠心分離した上清120 µLを Immobiline Dry Strip (pH3-10, 7 cm、GEヘ
ルスケアジャパン) に供試した。Immobiline Dry StripはEttan IPGphor3 IEF System (GE
ヘルスケアジャパン) を用いて等電点電気泳動を行なった。膨潤液は9 M Urea, 2% (w/v) 
CHAPS, 0.5% (v/v) ampholyte (pH3-10), 0.002% bromophenol blue1 を用い、500V-1h, 
1000V-1h, 8000V-2h, 8000V-12hの条件で行なった。等電点電気泳動終了後、Immobiline 
Dry Stripを平衡化buffer A  (1 M Tris-HCl (pH8.8) 5 mL, Urea 36.03 g, Glycerol 30 g, SDS 2 
g, DTT 1 g / 100 mL中) を 2.5 mL加えた 15 mLチューブへ移し、15分間振とうした。
次いで平衡化 buffer B (1 M Tris-HCl (pH8.8) 5 mL, Urea 36.03 g, SDS 30 g, Iodoacetamide 
2.5%, bromophenol blue 0.5 mg / 100 mL中) を 2.5 mL加えた 15 mLチューブへ移し、15









の解析に用いた。分析は liquid chromatography (LC) 部分は nanoLC system paradigm 
(AMR)、mass spectrometry (MS) 部分はMS system LTQ (サーモサイエンティフィックス
ジャパン) を用いて行った。 LC部分の分析条件は以下の通りである。カラムはMagic 
C18, 3 µm, 200Å  (50x0.2 mm i.d.) (Michrom Bioresources) を用い、移動相はA液に0.1％
ギ酸, 2％アセトニトリル水溶液、B液に 0.1％ギ酸, 90％アセトニトリル溶液を用い、流
速は 1.5 µL/min、グラジェントはB液 5％→45％ (20分) とした。MS部分の分析条件
はMS及びdata-dependent MS/MS mode、mass/chargeは400～2000 (m/z) で測定を行った。 
ペプチドの帰属にはデータベースとして National Center for Biotechnology Information 
nonredundant databases  (NCBI databases) を用い、解析ソフトはBioworks software version 
3.1  (サーモサイエンティフィックス) を用いた。さらに、de novo配列解析をサーモサ
イエンティフィックスジャパン社の好意により行なっていただき、内部アミノ酸配列
の解析を行なった。解析には Serveyo LC システム (サーモサイエンティフィックス) 
とMSシステムLTQ-orbitrap mass spectrometer (サーモサイエンティフィックス) を用い
た。LC-MS/MSはZorbax SB-300カラム (0.075 mm×50 mm、アジレントテクノロジ )ー 
を用い、200 µL/minの流速で行なった。移動相はA液:0.1%ギ酸とB液：0.1%ギ酸を含
む 80%メタノール溶液を用い、5% B液で分析を開始し、直線的に 65分後に 5%から








離はTRI Reagent (シグマ アルドリッチ) を用いてプロトコールに従って行った。単離
した total-RNA 約 4 µgからサーモスクリプトRT-PCRシステム (ライフ テクノロジ








リバース側 ：GC(G/T)(G/C)AC(A/C/G)AC(A/G)TT(A/G)TC(A/C)AC  
 
PCR条件 1：94℃,5 min→(94℃,1 min→55℃,1 min→72℃,1 min)×40→72℃,7 min 
 
PCR 産物を 1%アガロースゲル電気泳動にかけ、増幅したバンドを QIAquick Gel 
Extraction Kit (キアゲン) を用いて回収した。回収したDNA断片は pGEM-Tベクタ  ー
(プロメガ) へクローニングし、大腸菌 JM-109株 (タカラバイオ) へ形質転換した。得
られた形質転換体をLB培地にて 37℃で終夜振とう培養し、QIAprep Spin Miniprep Kit 
(キアゲン) によりプラスミドを抽出した後、インサートの塩基配列を Big Dye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (アプライドバイオシステムズ) 及びABI PRISM 








単離を行った。5’RACE-PCRは単離した total-RNA 2.5 µgからFVOMT-5’GSP1プライ
マーを用い、サーモスクリプト RT-PCR システム (ライフ テクノロジーズ) を用いて
55℃、50分間反応させて cDNAを合成した。得られた cDNAから 5’RACE System for 
Rapid Amplification of cDNA Ends,Version 2.0 (ライフ テクノロジーズ) を用い、







      FVOMT-5’GSP2：TCTTCGAGCTCGAAGGTGAT 
 













     FVOMT-3’GSP2：TACTTTGTTGAGGCTAAGAGGCT 
 
















  (イタリック体：BamHIサイト、下線部：ORF3’末端配列) 
 
PCR条件 4：94℃,2 min→(94℃,30 sec→55℃,1 sec→72℃,1 min)×35→72℃,7 min 
 
３－２－８．大腸菌を用いた組換え酵素の発現 
 ORF領域をインサートに持つ pGEM-Tベクターから制限酵素 NdeIと BamHIで切断
４２ 
 
し、1%アガロース電気泳動後、インサートを回収した。インサートを pET28a (+) ベク
タ  ー (メルク KGaA) のNdeI、BamHIサイトへクローニングした後、大腸菌BL21 (DE3) 
株 (ストラタジーン) へ形質転換した。得られた形質転換体を LB培地にて 37℃、160 
rpmで約 16時間振とう培養した後、その一部を再度新しい LB培地へ添加して培養し
た。O.D.600=0.6付近で IPTGを最終濃度 1 mMになるように添加し、28℃、160 rpmで 5
時間振とう培養して酵素タンパク質の発現誘導を行った。発現誘導した大腸菌を遠心
分離し、沈殿物を 20 mM Tris-HCl (pH7.5), 1 mM DTT溶液に懸濁した。この大腸菌懸濁
液を超音波摩砕し、再度遠心分離した。得られた上清を 12％SDS-PAGEにて電気泳動
した。さらに得られた上清からHis-tagカラム (His GraviTrap、GE ヘルスケア) を用い
て精製し、PD-10 カラム (GE ヘルスケア) で脱塩処理を行なった後、20 mM リン酸
buffer (pH7.4) にて溶出し、発現酵素の精製を行った。 
 
３－２－９．酵素活性 
大腸菌を用いて発現させた酵素の活性を確認した。100 mM Tris-HCl (pH7.4)、0.2 mM 
MgCl2、0.25 mM EGCG、0.5 mM SAM及び組換え酵素 1.5 mLからなる全量 3 mLの反
応液を用いた。37℃で10分間反応させた後、1 M HClを 70 µL添加して反応を停止し
た。酢酸エチル 5 mLを加えて振とうし、遠心分離後の有機層を回収した。得られた有




















大腸菌を用いて発現させた酵素の至適 pH及び至適温度を評価した。酵素反応は 0.25 
mL粗酵素液、0.05 mM EGCG、2.5 mM MgCl2、0.05%アスコルビン酸、0.5 mM SAM溶
液を用いた。至適 pH測定の場合は pH3-9の範囲で測定し、pH3-5.5酵素反応場合は 20 
mM酢酸 buffer、pH6-7の場合は 20 mMリン酸buffer、pH7.5-9の場合は 20 mM Tris-HCl 
bufferを用いた。酵素反応は 37℃、20分間行なった。至適温度測定の場合は 20 mMリ





は 100 mM Tris-HCl (pH7.4)、0.05 mM EGCG、2.5 mM MgCl2、0.05%アスコルビン酸、
0.5 mM SAM溶液を用いた。大腸菌で発現させた酵素は、反応液 3 mLに対して 0.25 mL
加えた。他の操作は「３－２－９」と同様にし、反応液量を 30 mLにスケールアップ












テキンガレート)、(–)-catechin-3-O-gallate (カテキンガレート)、caffeic acid (カフェ酸)、
chlorogenic acid (クロロゲン酸)、rosmarinic acid (ロズマリン酸)、ellagic acid (エラグ酸)、
myricetin (ミリセチン)、luteolin (ルテオリン)、butein (ブテイン)、sulfuretin (サルフレチ
ン)、procyanidin B2 (プロシアニジンB2)、phloretin (フロレチン)、astragalin (アストラガ
リン)、genistein (ゲニステイン)、p-cumaric acid (p-クマリン酸)、apigenin (アピゲニン)、


















成の有無を指標に酵素活性を測定した。その結果、エノキタケ (Flammulina velutipes) 










































図 3-1. F. velutipesから抽出した粗酵素を用いた酵素反応物のHPLCクロマトグラム 
(1) 標準物質、ピーク 1：EGCG、ピーク 2：EGCG4″Me、ピーク 3：EGCG3″Me、ピ









カラム (HiPrep 16/10 DEAE FF)、疎水性相互作用カラム (Phenyl Sepharose HP Hiload 
26/10) を用いて精製した。活性画分を 12%SDS-PAGEで確認したところ、まだ多数の
バンドが確認され、特定することはできなかった。そのため得られた活性画分溶液の







とに NCBI のデータベースによるホモロジー検索を行った結果、Laccaria bicolor 














ランスフェラーゼとホモロジー検索を行なったところ、Trametes versicolor FP-101664 
(EIW60464)、Dichomitus squalens LYAD-421 SS1 (EJF65784)、Coprinopsis cinerea 
Okayama7#130 (XP_002911017)及び Stereum hirsutum FP-91666 SS1 (EIM90245)とも高い
相同性を示した(図 3-4)。 
以上の結果から、エノキタケ (F. velutipes) から単離した酵素タンパク質はO－メチ
ルトランスフェラーゼ酵素である可能性が非常に高いことが示唆された。本酵素名を
































図 3-2. エノキタケ培養菌糸体から抽出した酵素の 12%SDS-PAGE電気泳動像  
菌糸体培養物から 60-80%硫酸アンモニウム沈殿、HiPrep 16/10 DEAE FF陰イオンカ
























図 3-3. Fv-OMTをPhenyl Sepharose HPカラムで精製した後の活性画分の二次元電気泳
動像 
一次元は、Immobiline Dry StripはEttan IPGphor3 IEF System (GEヘルスケアジャパン) 

















図 3-4. 解析した内部アミノ酸配列の比較 

















であった (DNA Data Bank of Japan acceccion ID:LC007086) (図 3-5)。アミノ酸配列より算
出した推定分子量は 24.7kDaであった。単離した遺伝子Fv-OMTのアミノ酸配列に対す
るホモロジー検索を行なったところ、担子菌であるL. bicolor S238N-H82のO－メチル
トランスフェラーゼと 61.8%の相同性を示した (図 3-6)。また、担子菌の T. versicolor 
FP-101664  (EIW60464)、D. squalens LYAD-421 SS1  (EJF65784)、 C. cinerea 
















agacacacca cccaagctct gaaggattag ataaagcatt gacc atg tcc aac ccc         56 
Met Ser Asn Pro 
    1 
gac aag cat act acc tct ccg aag gaa tgg gaa gct gcc gac aag tac         104 
Asp Lys His Thr Thr Ser Pro Lys Glu Trp Glu Ala Ala Asp Lys Tyr 
5                   10                  15                  20 
ttc aac aac ctc ctc atc cct aaa gac gac gcg ctt gat gcg ggg ttg         152 
Phe Asn Asn Leu Leu Ile Pro Lys Asp Asp Ala Leu Asp Ala Gly Leu 
25                  30                  35 
gcc cac gca gat gca tcc ggt cta cct aac atc gct gtc agc gct gcg         200 
Ala His Ala Asp Ala Ser Gly Leu Pro Asn Ile Ala Val Ser Ala Ala  
                 40                  45                  50         
cag gga aag ttc ctt cat ctt ctg gca aga tcc ata ggt gcg aag agg         248 
Gln Gly Lys Phe Leu His Leu Leu Ala Arg Ser Ile Gly Ala Lys Arg  
             55                  60                  65             
gta ctc gag gtg ggg acg ttg gga gga tac tcg acg acg tgg ctc gct         296 
Val Leu Glu Val Gly Thr Leu Gly Gly Tyr Ser Thr Thr Trp Leu Ala  
         70                  75                  80                 
aga gcg ctg cct gag gat gga gag gtc atc acc ttc gag ctc gaa gag         344 
Arg Ala Leu Pro Glu Asp Gly Glu Val Ile Thr Phe Glu Leu Glu Glu  
85                  90                  95                  100 
ttg cac gcc aag gtc gca gcg gag aac ctt gcg aag gct ggt gta gcc         392 
Leu His Ala Lys Val Ala Ala Glu Asn Leu Ala Lys Ala Gly Val Ala  




tcc aaa gtc aag atc gta gtt ggg cca gct cat gac tct ctg ctc aag         440 
Ser Lys Val Lys Ile Val Val Gly Pro Ala His Asp Ser Leu Leu Lys  
             120                 125                 130         
atc ccg tct gag ccc aag ttc gat ttg gcc ttt att gat gcg gat aag         488 
Ile Pro Ser Glu Pro Lys Phe Asp Leu Ala Phe Ile Asp Ala Asp Lys  
             135                 140                 145             
gag tcg aat ctc gag tac ttt gtt gag gct aag agg ctc gta agg act         536 
Glu Ser Asn Leu Glu Tyr Phe Val Glu Ala Lys Arg Leu Val Arg Thr 
         150                 155                 160                 
gga ggc atc att atc gtg gac aac gtc gtc cga ggt gga agg gtg acc         584 
Gly Gly Ile Ile Ile Val Asp Asn Val Val Arg Gly Gly Arg Val Thr  
165                 170                 175                 180 
aac cct gag cat ccg cag tat gat agt ccg ggc tct gaa ggt gta cga         632 
Asn Pro Glu His Pro Gln Tyr Asp Ser Pro Gly Ser Glu Gly Val Arg  
                     185                 190                 195     
aga ctc gct gca gcg ttg aaa gac gac aag gag gtt gac tcg acg gtg         680 
Arg Leu Ala Ala Ala Leu Lys Asp Asp Lys Glu Val Asp Ser Thr Val  
                 200                 205                 210         
atc agc aca gtt gga gac aaa ggg tac gac gga ttc ttg tac gct atc         728 
Ile Ser Thr Val Gly Asp Lys Gly Tyr Asp Gly Phe Leu Tyr Ala Ile  
             215                 220                 225             
aaa ctt tga gaa aag gaa tag cag aga caa gaa gat aaa gga aat gta         776 
Lys Leu           
230                            
gac ttg caa tga att gac aac gta aac ggt aaa aaa aaa aaa aaa aaa         824 
５６ 
 
aaa aaa                                                                830 
 





























図3-6. Fv-OMTのアミノ酸配列とL. bicolor、T. versicolor、 D. squalens、 S. hirsutum及












気泳動した結果、約 25kDa 付近に単一のバンドを確認することが出来た (図 3-7)。
SDS-PAGEの結果とアミノ酸配列情報から、Fv-OMTの分子量は 24.7 kDaであること



















































 組換え酵素 Fv-OMTを用いて EGCGと反応させ、生成物をHPLC及び LC-TOF-MS
分析したところ、EGCG3″Me、EGCG4″Me 及び EGCG3″,5″diMe の生成を確認した。





-5はC24H22O11 (m/z 485.1080 [M-H]–, calcd for C24H21O11, 485.1078 ) からなるエピガロカ
テキン -3-O-(4,5-O-ジメチル )ガレート (–)-epigallocatechin-3-O-(3,4-O-dimethyl)gallate 
(EGCG3″,4″diMe) であることが判明した (図 3-9)。同様に化合物-6 は C25H24O11 (m/z 
499.1239 [M-H]– calcd for C25H23O11,499.1234) からなる 4- O -メチルエピガロカテキン-3- 
O-(3,5- O－ジメチル)ガレート(–)-4′-O-methylepigallocatechin-3-O- (3,5-O-dimethyl)gallate  

































図 3-8. Fv-OMTを用いた酵素反応後のHPLCクロマトグラム 
(1) 標準物質ピーク、1：EGCG、2：EGCG4″Me、3：EGCG3″Me、4：EGCG3″,5″diMe。































素の活性を確認でき、pH6.5 で最大の活性を示した (図 3-10 (1))。また、至適温度は

























図 3-10. Fv-OMTの至適 pH (1) と至適温度 (2) 
酵素活性はメチル化カテキンの生成を指標に示した。至適 pH 測定の場合は pH3-10
の範囲で測定し、酵素反応は 37℃、20分間行なった。至適温度測定の場合は 20 mMリ











































酵素反応の組成は 100 mM Tris-HCl (pH7.4)、0.05 mM EGCG、2.5 mM MgCl2、0.05%









化合物 0 5 10 15 30 45 60 120 240 (min)
EGCG3"Me 11 17 13 9 1 0 0 0 0
EGCG4"Me 1 3 4 4 4 4 5 4 4
EGCG3",5"diMe 2 11 18 25 30 30 30 28 23
EGCG3",4"diMe 1 3 6 8 11 11 11 11 9
EGCG4',3",5"triMe 0 0 0 0 1 1 2 4 6





合物と反応させたところ、そのうちの 12 化合物でメチル化体の生成を確認した (図
3-12、表 3-3)。メチル化体が確認された化合物は (–)-epicatechin-3-O-gallate、
(–)-gallocatechin-3-O-gallate、(–)-catechin-3-O- gallate、caffeic acid、chlorogenic acid、
rosmarinic acid、ellagic acid、myricetin、luteolin、butein、sulfuretin及び procyanidin B2で
あった。一方、その他 8 種類のポリフェノール化合物では、メチル化体の生成が確認






























































compounds R.Time [M-H]¯ R.Time [M-H]– R.Time [M-H]– R.Time [M-H]–
(min) (m/z ) (min) (m/z ) (min) (m/z ) (min) (m/z )
(–)-epicatechin 20.8 441.4 22.6 455.4 24.1 469.4 26.0 483.4
   -3-O -gallate 25.0 469.4
(–)-gallocatechin 19.8 457.4 22.5 471.4 24.5 485.4 26.4 499.4
   -3-O -gallate 25.5 485.4 27.5 499.4
(–)-catechin 22.1 441.4 24.5 455.4 26.5 469.4 28.9 483.4
   -3-O -gallate 27.5 469.4 30.0 483.4
caffeic acid 16.9 179.2 22.2 193.2
25.3 193.2
chlorogenic acid 16.9 353.3 21.2 367.3
22.1 367.3
rosmarinic acid 25.3 359.3 27.8 373.3 30.2 387.3
ellagic acid 21.8 301.2 24.6 315.2 27.3 329.2
25.2 315.2 28.0 329.2
myricetin 25.0 317.2 27.7 331.2 30.7 345.2
28.0 331.2 31.6 345.2
luteolin 27.8 285.2 30.7 299.2
butein 29.4 271.3 32.8 285.3
sulfuretin 26.8 269.3 30.0 283.3
31.3 283.3





























いた。このアミノ酸数は CCoAOMT のクラス I に相当しているため、アミノ酸配列 












るものの、論文としてはP. chrysosporium由来の 3－O－及び 4－O－メチルトランスフ
ェラーゼに関する報告のみであった[45][46]。これらの酵素はそれぞれ二量体と三量体であ
り、その分子量も 36、54 kDaである。Fv-OMTは相同性を示した他のキノコのメチル




























































































































































































本実験で用いたエノキタケ (Flammulina velutipes) 菌糸体は第３章で単離したものを








凍結乾燥機にて一晩凍結乾燥した。得られた菌糸体乾燥物 25 mg に 20 mM Tris-HCl 
(pH7.5) 水溶液 1.5 mL加え、超音波破砕した。得られた破砕液 1 mLを用いて 20 mM 
Tris-HCl (pH7.5), 2.5 mM MgCl2, 0.25 mM EGCG, 0.5 mM SAMを添加し、全量 3 mLで
37℃、16時間反応させた。酵素反応後に 1 M HCl 70µL、酢酸エチル5 mLを加えて攪
拌し、遠心分離して有機層を回収した。有機層を窒素で乾固した後、1%アスコルビン




培地はPeptone 1%、Yeast Extract 0.2%、グルコース 2%、KH2PO4 0.2%、MgSO4・7H2O 
0.1%を含む組成を本試験の基本培地として培養した。この培地の pHをHCl又はNaOH
















基本培地中 (pH5.5) の窒素源であるPeptoneとYeast Extractの組成を変更することで、
菌糸体の増殖及び酵素活性を比較検討した。窒素源はPeptone 1%、Peptone 2%、Yeast 
Extract 2%、Peptoneと Yeast Extractをそれぞれ 2%、Cassamino acid 2%または Potato 




Peptone 2%、Yeast Extract 1%、KH2PO4 0.2%、MgSO4・7H2O 0.1%、グルコース 2%、p5.5

















図 4-1. 培養時に用いた撹拌翼の形状 
(1) HS100型撹拌翼 
(2) ディスクタービン型撹拌翼 












を用いて 60 L調製して張り込み、回転数 19 rpm、通気量 0.5 vvm、24℃で 5日間培養し







酵素反応は 0.25 mL粗酵素、0.05 mM EGCG、2.5 mM MgCl2、0.04%アスコルビン酸、
0.5 mM SAM溶液を用いた。至適 pH測定の場合は pH3-10の範囲で測定し、pH3-5.5酵
素反応場合は 20 mM酢酸 buffer、pH6-7の場合は 20 mMリン酸 buffer、pH7.5-10の場
合は 20 mM Tris-HCl bufferを用いた。酵素反応は 37℃、6時間で行なった。至適温度測





は 100 mM Tris-HCl (pH7.4)、0.05 mM EGCG、2.5 mM MgCl2、0.05%アスコルビン酸、
0.5 mM SAM溶液を用いた。菌糸体培養物抽出粗酵素は、反応液 3 mLに対して 0.25 mL
加えた。他の操作は第３章「３－２－１２」と同様にし、反応液量をスケールアップ








4.5から 0.5ずつ pH8.0まで調製し、増殖した菌糸体の重量を測定した (図 4-2 (1))。そ
の結果 pH5.0から 8.0まで多少の重量の差は見られたものの、pHの違いに対して一定
の傾向は見られなかった。酵素活性に関してもEGCG3″Meの生成量は菌糸体重量の場







































図 4-2. pHの違いによる酵素活性の変化 
 (1)pHの違いによる菌糸体重量の変化。(2)pHの違いによる酵素活性の変化。培地の





















































図 4-3. 炭素源の違いによる酵素活性の変化 
 (1)炭素源の違いによる菌糸体重量の変化。(2)炭素源の違いによる酵素活性の変化。基
本培地中 (pH5.5) の炭素源を変更し、菌糸体の増殖及び酵素活性を比較検討した。各







ぞれ2 gずつ加えた場合に菌糸体の増殖が良い傾向にあった (図4-4 (1))。Cassamino acid
またはPotato Dextrose Broth (PDB) では明らかに増殖が悪かったが、他の組成ではほぼ
同程度であった。 
酵素活性では、Peptone 2gを加えた場合で良好な値を示した (図 4-4 (2))。一方、Yeast 
Extract 2%とPDBでは、基本培地より悪い結果であった。そのためPeptoneを増やすこ
とで、菌糸体の培養に良い傾向が見られた。一方、Peptone 1%を加えた場合でEGCG3″Me






































図 4-4. 窒素源の違いによる酵素活性の変化 
(1)窒素源の違いによる菌糸体重量の変化。(2)窒素の違いによる酵素活性の変化。基
本培地中 (pH5.5) の窒素源であるPeptoneとYeast Extractの組成を変更することで、菌







ディスクタービン翼を用いた。その結果、HS-100攪拌翼で 30 rpm、通気量 0.67 vvmで
培養した場合に、培地全体にペレット状の菌糸体を増殖させることができた (図 4-5 (1)、









































図 4-5. 5 Lジャーファーメンター培養の様子 
(1)増殖した菌糸体の様子、(2) ペレット状の菌糸体の様子。ジャーファーメンターは
㈱三ツワフロンテック社製を用いて検討した。培地は 3 Lの張り込みで行い、5日間培









用いて基本培地 (pH5.0) 60 L張り込みで検討を行った (図 4-6)。攪拌翼にディスクター
ビンとHS-100の二種類を用い、その比較も検討した。結果、菌糸体重量はディスクタ
ービン翼を用いた場合では 171.0 g (60 L換算)、HS-100では 154.8 gであった。酵素活
































図 4-6.菌糸体を培養した 90 L培養タンク 
90 L培養設備は㈱三ツワフロンテック社製のものを使用した。培地組成は基本培地













を確認した。その結果、至適 pH は、pH6.5-8.5 の範囲で酵素の活性を確認できた (図























図 4-7. Fv-OMTの至適 pH (1) と至適温度 (2) 
酵素活性は EGCG3″Me,、EGCG4″Me及び EGCG3″,5″diMeの生成を指標に示した。
至適 pH測定の場合は pH3-10の範囲で測定し、酵素反応は 37℃、6時間で行なった。












































酵素反応の組成は 100 mM Tris-HCl (pH7.4)、0.05 mM EGCG、2.5 mM MgCl2、0.05%









化合物 0 5 10 15 30 45 60 120 240 480 720 (min)
EGCG3"Me 0 1 1 1 2 3 4 7 9 10 10
EGCG4"Me 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
EGCG3",5"diMe 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3
EGCG3",4"diMe 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
EGCG4',3",5"triMe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0














































の生成量が最も多く、10 µMであった。次いでEGCG3″,5″diMeが 3 µM、EGCG4″Me
とEGCG3″,4″diMeがそれぞれ 1 µMであり、合計 15 µMのメチル化カテキンが生成で
きた。EGCG4′,3″,5″triMe の生成は 720分後でも確認できなかった。一方、酵素反応で
は残存量の EGCG 23 µM に対して EGCG3″Me が 43.5%、EGCG3″,5″diMe が 13％、















































































養上清、5 mMグルタミン酸、50 mM 2-メルカプトエタノール添加RPMI1640培地で95%
の加湿下、37℃で培養した。細胞 (2 x 106 cells/mL) に抗TNP－マウス IgE抗体で一晩
刺激した後、Tyrode緩衝液 (Ca2+-free; 10 mM HEPES, pH7.4; Wako Chemical; containing 
0.8% NaCl, 0.02% KCl, 0.056% NaH2PO4, 0.1% glucose, 0.05% gelatin, and 1 µM 
MgCl2/6H2O) に浮遊させた後、1 x 107cells/mLになるように再度Tyrode緩衝液で調製し、
各メチル化カテキンを添加して20分間37℃にてインキュベートした。その後300 ng/mL




反応液を遠心分離した上清に等量の0.1N HClを加えてHPLC (㈱島津製作所製) にて測
定した。HPLCは蛍光検出器を用い (ex:330 nm、em:430 nm)、Asahipak-ODP-50-4E カ
ラム (4.6 mm i.d. x 250 mm, particle size: 5 µm、昭和電工㈱) を使用した。移動相は 1 mM
オルトフタルアルデヒドと 1 mM N-アセチルシステインを含む 50 nMホウ酸ナトリウ




  EGCG及び各メチル化カテキン0.4 mg又は0.2 mgに 1-オクタノールを 1 mL、蒸留
水 1 mLを加えた。攪拌後 10 mLの試験管へ移した。試験管に 50 mM リン酸バッファ
 ー (pH7.4) を 3 mL と 1-オクタノール 3 mL 加えた場合、50 mM リン酸バッファ  ー
(pH7.4) を3 mLと1-オクタノール6 mL加えた場合、50 mM リン酸バッファ  ー (pH7.4) 
を 6 mLと1-オクタノール 3 mL加えた場合の 3種類を調製し、5分間転倒攪拌した。
遠心分離後のリン酸バッファー層中及び 1-オクタノール層中のカテキン濃度を吸光度






５－２－５．ジフェニルピクリルヒドラジル (DPPH) ラジカル消去活性 
EGCG、ECG 又はメチル化カテキン (EGCG3″Me、EGCG4″Me、EGCG3″,5″diMe 及
びEGCG3′,3″,5″triMe) を0.0078, 0.0156, 0.0313, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 mg/mLの濃度に調
整した。各カテキン 100 µLに 0.75 mM DPPHを 100 µL添加し、室温で 15分間静置し
１０３ 
 
た。その後 517 nmの吸光度を測定した。蒸留水を加えた場合の吸光度値を 0%として
DPPHラジカル消去活性の IC50を下記の計算式より算出した。IC50の値(mg/mL) は、結
果ではモルに換算して示すこととした。 




もしくはメチル化カテキン (EGCG3″Me、EGCG3″,5″diMe 及び EGCG3′,3″,5″triMe) の
細菌に対する最小発育阻止濃度 (Minimal Inhibitory Concentration、MIC) を測定した。各
メチル化カテキンは「２－２－５」と同様に分取した物を用いた。作用濃度は 30, 63, 125, 
250, 750, 1500 µg/mLを用いた。試験菌は下記の 5菌を用いた。 
 
① Staphylococcus aureus  (NBRC12732) ：黄色ブドウ球菌 
② Escherichia coli  (NBRC3972) ：大腸菌 
③ Salmonella enterica subsp.enterica  (IFO3313(=NBRC3313)) ：サルモネラ菌 
④ Pseudomonas aeruginosa  (NBRC13275) ：緑膿菌 
⑤ Legionella pneumophilia  (ATCC33153) ：レジオネラ菌 
試験菌①～④はMuller Hinton Ⅱagarにて 35℃、一晩培養した後、発育菌をMueller 
Hinton Broth に接種し、35℃で 20時間培養した。この菌液を再度Mueller Hinton Broth
に接種し、35℃で 20時間培養した。最終培養菌液をMueller Hinton Brothを用いて希釈
し、菌濃度約 105CFU/mLに調製した。試験菌⑤はBCYEα寒天培地 (日研生物) に塗布
し、35℃で3日間培養した。発育した菌を滅菌水に懸濁し、菌濃度を約 106CFU/mLに
調製した。 
 試験品は、90 mgを 0.6 mLのDMSOに溶解した。これらの試験品を所定濃度にさら
にDMSOで調製し、0.1 mLを寒天培地に添加混合した。寒天培地中の試験品濃度は 30, 
１０４ 
 
63, 125, 250, 750, 1500 µg/mLとした。試験菌①～④はMuller Hinton Ⅱ agarを、試験菌⑤
はLegionella agar (Base:Difco、Enrichment:Difco) を用いた。試験菌を白金耳で上記寒天

















































































保できなかったために本試験からは除外した。EGCGを12.5 µg/mLと 25 µg/mL添加し
た場合のヒスタミン遊離抑制率はそれぞれ 22.3%、37.5%であった (図 5-1)。同様に
EGCG3″Me は 23.9%、50.9%であり、EGCG3″,5″diMe は 63.8%、73.1%であった。
EGCG3′,3″,5″triMeではそれぞれ 64.4%、73.4%であった。これらの結果からヒスタミン



































 マウスマスト細胞はNC/Ngaを用いた。細胞 (2 x 106 cells/mL) に抗TNP－マウス IgE
抗体で一晩刺激した後、Tyrode緩衝液に浮遊させた後、1 x 107cells/mLになるように再
度 Tyrode緩衝液で調製し、各メチル化カテキンを添加して 20分間 37℃にてインキュ











分分配係数 (log Po/w) を求めた。その結果、EGCG、EGCG3″Me、EGCG3″,5″diMe、
EGCG3′,3″,5″triMeのそれぞれの値は 0.61±0.05 (平均値±SD)、1.04±0.11、1.37±0.13




























図 5-2. EGCGとメチル化カテキンのオクタノール/水分分配係数の測定結果 
EGCG及び各メチル化カテキン 0.4 mg又は 0.2 mgに 1-オクタノールを 1 mL、蒸留
水 1 mLを加えた。攪拌後 10 mLの試験管へ移した。試験管に 50 mM リン酸バッファ
 ー (pH7.4)と 1-オクタノールを加えて調製し、5分間転倒攪拌した。遠心分離後のリン
酸バッファー層中及び1-オクタノール層中のカテキン濃度を吸光度系の波長280 nmで









５－３－４．ジフェニルピクリルヒドラジル (DPPH) ラジカル消去活性 
各種カテキン及びメチル化カテキンのDPPHラジカル消去活性を測定し、IC50を算出
して抗酸化力を評価した (表 5-2)。その結果、EGCGは 14.7 µM、ECGは 20.1 µM、
EGCG3″Meは 25.1 µM、EGCG4″Meは 42.7 µM、EGCG3″,5″diMeは 36.1 µM、そして






































各カテキン 100 µLに 0.75 mM DPPHを 100 µL添加し、室温で 15分間静置した。そ
の後 517 nmの吸光度を測定した。蒸留水を加えた場合の吸光度値を 0%としてDPPH
ラジカル消去活性の IC50を下記の計算式より算出した。 
 










ために、S.aureus、E.coli、S.enterica subsp.enterica、P.aeruginosa 及び L.pneumophiliaの
細菌に対するMICを評価した。なおEGCG4″Meは生成量が低く必要量が確保できなか
ったために本試験からは除外した。その結果、各 5細菌に対して EGCGは最も高い抗
菌活性を示し、特に S.aureusに対してはMIC 125 µg/mLと最も強い効果を示した (表
5-3)。EGCG3″,5″diMeはE.coliに対して1500 µg/mLでも効果を示さず、EGCG3′,3″,5″triMe
































制効果はEGCG3′,3″,5″triMe = EGCG3″,5″diMe > EGCG3″Me > EGCGの順であり、メチ
ル基の修飾数が増えるにつれて抑制効果は増加したが、2ヵ所と 3ヵ所が修飾した場合















KU812を用いた報告で、EGCGは extracellular signal-regulated kinese1/2 (ERK1/2) のリン
酸化を抑止し、FcεRIの発現を抑制した[52]。FcεRIはα、β及び 2つの γ鎖からなる 4量
体であり、EGCGはαと γのmRNA発現を抑えた[19]。FcεRIはアレルギー反応の鍵とな
る IgEに対する親和性レセプターであり、細胞表面に局在している[53][54]。また、EGCG
はKU812細胞において、ミオシンⅡ調節軽鎖 (Myosin Ⅱ regulatory light chain、MRLC) 
のリン酸化を抑制し、ヒスタミンの遊離を抑制した[55][56]。さらにEGCGは 67LRに結合
した後、eukaryotic translation elongation factor 1A (eEF1A) を介してミオシンホスファタ
ーゼ調節サブユニット1 (myosin phosphatase targeting subunit 1、MYPT1) のリン酸化を
抑制することが判明した[57]。よってEGCGは 67LRに結合した後、ERK1/2のリン酸化
を抑制し、FcεRIの発現を抑制することで IgEの結合を阻害している。また、eEF1Aを
介して、MYPT1 のリン酸化を抑制する。これによって、その下流の MRLC のリン酸
化も抑制している。一方、抗酸化活性を有するオリゴノール (フェノール性化合物の混
合物、カテキン、EC、EGC及びEGCGを16%含む) をMDCK (Mandin-Darby canin kidney) 
細胞に作用させた結果、活性酸素 (Reactive Oxygen Species、ROS) の産生を抑制し、さ
らに ERK1/2のリン酸化を抑制した[50]。ROSの産生はMAPK (mitogen-activated protein 
kinase) 経路を活性化させることで ERK1/2 のリン酸化を促進させることが報告されて





らには細胞内の IgE情報伝達系に関わるチロシンキナーゼ (Lyn、Syk、Bruton’s tyrosine 
kinase)のリン酸化を直接に阻害することが判明した[17]。 
67LRにEGCGが結合すると、癌細胞であるMM (Multiple Myeloma) 細胞中の一酸化
窒素構成酵素 (eNOS) のリン酸化を誘発し、一酸化窒素 (NO) 産生、cGMP (Cyclic 
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guanosine monophosphate) が活性化される報告がある[59]。cGMPはRhoA (Ras homologus 
gene family member A) のリン酸化を抑制し、さらにRhoキナーゼの活性を抑制する。




















































































































今回単離した CsOMT を用いることによって目的である EGCG3″Me と EGCG4″Me
と、さらに新たなメチル化カテキンを生成することが可能となった。生成した各メチ
ル化カテキンを用いてヒスタミン遊離抑制を比較した結果、EGCG3″,5″diMe 及び
EGCG3′,3″,5″triMe は EGCG3″Me よりも強い抑制効果を示した。また、オクタノール/






















































































遺伝子、CsOMT (Camellia sinensis O-methyltransferase) とした。また、EGCG3″Me と



















遺伝子単離を試みた。その結果、全長 690塩基、推定アミノ酸 230 残基からなる遺伝
子を単離することに成功した。ホモロジー検索を行ったところ、他の担子菌の O-メチ
ルトランスフェラーゼと相同性を示した。そのため、本酵素は F. velutipesから単離し













































































[1] 申 堀口, 洋 斎藤. 栃木県日光地方におけるスギ花粉症 Japanese cedar pollinosisの
発見, アレルギ  ー 13 (1964) 16-18, 74-75. 
[2] T. Yamada, H. Saito, S. Fujieda. Present state of Japanese cedar pollinosis: The national 
affliction, J. Allergy Clin. Immunol. 133 (2014) 632-9.e5. 
[3] 村松敬一郎、小國伊太郎、伊勢村護、杉松公男、山本（前田）万里, 茶の機能, 株
式会社学会出版センタ  ー (2002). 
[4] Z. Y. Wang, J. Hong, M. Huang, K.R. Reuhl, A.H. Conney, C.S. Yang. Inhibition of 
N-nitrosodiethylamine- and 4-(methylnitrosamino)-1- (3-pyridyl)-1-butanone-induced 
tumorigenesis in A/J mice by green tea and black tea, Cancer Res. 52 (1992) 1943-1947. 
[5] Z.Y. Wang, S.J. Cheng, Z.C. Zhou, M. Athar, W.A. Khan, D.R. Bickers, H. Mukhtar. 
Antimutagenic activity of green tea polyphenols, Mutat. Res. 223 (1989) 273-285. 
[6] K. Fukai, T. Ishigami, Y. Hara. Antibacterial activity of tea polyphenols against 
phytopathogenic bacteria, Agric. Biol. Chem. 55 (1991) 1895-1897. 
[7] M. Nakayama, K. Suzuki, M. Toda, S. Okubo, Y. Hara, T. Shimamura. Inhibition of the 
infectivity of influenza virus by tea polyphenols, Antiviral Res. 21 (1993) 289-299. 
[8] W. Bors, M. Saran. Radical scavenging by flavonoid antioxidants, Free. Radic. Res. Commun. 
2 (1987) 289-294. 
[9] M. Hattori, I.T. Kusumoto, T. Namba, T. Ishigami, Y. Hara. Effect of tea polyphenols on 
glucan synthesis by glucosyltransferase from streptococcus mutans, Chem. Pharm. Bull. 38 
(1990) 717-720. 
[10] H. Kakegawa, H. Matsumoto, K. Endo. Inhibitory effects of tannins on hyaluronidase 




[11] M. Sano, M. Suzuki, T. Miyase, K. Yoshino, M. Maeda-Yamamoto. Novel antiallergic 
catechin derivatives isolated from oolong tea, J. Agric. Food Chem. 47 (1999) 1906-1910. 
[12] 山本（前田）万里、佐野満昭、松田奈帆美、宮瀬敏男、川本恵子、鈴木直子、吉
村晶恭、立花宏文、袴田勝弘. 茶の品種、摘採期と製造法によるエピガロカテキン
3-O-(3-O-メチル)ガレート含量の変動, 日本食品化学工学会誌 Vo.48, No.1 (2001) 
64-68. 
[13] N. Matsuo, K. Yamada, K. Shoji, M. Mori, M. Sugano. Effect of tea polyphenols on 
histamine release from rat basophilic leukemia (RBL-2H3) cells: The structure-inhibitory 
activity relationship, Allergy Eur. J. Allergy Clin. Immunol. 52 (1997) 58-64. 
[14] Y. Ohmori, M. Ito, M. Kishi, H. Mizutani, T. Katada, H. Konishi. Antiallergic constituents 
from oolong tea stem, Biol. Pharm. Bull. 18 (1995) 683-686. 
[15] M. Maeda-Yamamoto, H. Kawahara, N. Matsuda, K. Nesumi, M. Sano, K. Tsuji, Y. 
Kawakami, T. Kawakami. Effects of tea infusions of various varieties or different 
manufacturing types on inhibition of mouse mast cell activation. Biosci. Biotechnol. Biochem. 
62 (1998) 2277-2279. 
[16] M. Maeda-Yamamoto, H. Nagai, K. Asaii, S. Moriwaki, H. Horie, K. Kohata, H. Tachibana, 
T. Miyase, M. Sano. Changing in epigallocatechin-3-O-(3-O-methyl) gallate and strictinin 
contents of tea (Camella sinensis L.) cultivar 'benifuki' in various degrees of maturity and leaf 
order, Food Sci. Technol. Res. 10(2) (2004) 186-190. 
[17] M. Maeda-Yamamoto, N. Inagaki, J. Kitaura, T. Chikumoto, H. Kawahara, Y. Kawakami, 
M. Sano, T. Miyase, H. Tachibana, H. Nagai, T. Kawakami. O-methylated Catechins from 
tea leaves inhibit multiple protein kinases in mast cells, J. Immunol. 172 (2004) 4486-4492. 
[18] M. Suzuki, K. Yoshino, M. Maeda-Yamamoto, T. Miyase, M. Sano. Inhibitory effects of tea 
catechins and O-methylated derivatives of (-)-epigallocatechin-3-O-gallate on mouse type IV 
allergy, J. Agric. Food Chem. 48 (2000) 5649-5653. 
１３１ 
 
[19] Y. Fujimura, H. Tachibana, M. Maeda-Yamamoto, T. Miyase, M. Sano, K. Yamada. 
Antiallergic tea catechin, (-)-epigallocatechin-3-O-(3-O-methyl)- gallate, suppresses FcεRl 
expression in human basophilic KU812 cells, J. Agric. Food Chem. 50 (2002) 5729-5734. 
[20] H. Tachibana, Y. Sunada, T. Miyase, M. Sano, M. Maeda-Yamamoto, K. Yamada. 
Identification of a methylated tea catechin as an inhibitor of degranulation in human 
basophilic KU812 cells, Biosci. Biotechnol. Biochem. 64 (2000) 452-454. 
[21] M. Maeda-Yamamoto, H. Nagai, Y. Suzuki, K. Ema, E. Kanda, H. Mitsuda. Changes in 
O-methylated catechin and chemical component contents of 'benifuuki' green tea (Camellia 
sinensis L.) beverage under various extraction conditions, Food Sci. Technol. Res. 11 (2005) 
248-253. 
[22] M. Sano, T. Miyase, H. Tachibana, M. Maeda-Yamamoto. Antiallergic properties of tea 
components, Fragrance J. (2000) 46-52. 
[23] Y. Oritani, Y. Setoguchi, R. Ito, H. Maruki-Uchida, T. Ichiyanagi, T. Ito. Comparison of 
(-)-epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG) and O-methyl EGCG bioavailability in rats, Biol. 
Pharm. Bull. 36 (2013) 1577-1582. 
[24] M. Maeda-Yamamoto, K. Ema, T. Shibuichi. In vitro and in vivo anti-allergic effect of 
`benifuuki  ` green tea containing O-methylated catechin and ginger extract enhancement, 
Cytotechnol. 55 (2007) 135-142. 
ö ö[25] G. Schr der, E. Wehinger, J. Schr der. Predicting the substrates of cloned plant 
O-methyltransferases, Phytochem. 59 (2002) 1-8. 
ö č[26] G. Schr der, E. Wehinger, R. Luka in, F. Wellmann, W. Seefelder, W. Schwab, J. 
öSchr der. Flavonoid methylation: A novel 4′-O-methyltransferase from catharanthus roseus, 
and evidence that partially methylated flavanones are substrates of four different flavonoid 
dioxygenases, Phytochem. 65 (2004) 1085-1094. 
[27] M. Kato, K. Mizuno, A. Crozier, T. Fujimura, H. Ashihara. Caffeine synthase gene from tea 
１３２ 
 
leaves, Nature 406 (2000) 956-957. 
[28] L. Zhu, C.J. Jiang, W.W. Deng, X. Gao, R.J. Wang, X.C. Wan. Cloning and expression of 
selenocysteine methyltransferase cDNA from Camellia sinensis, Acta Physiol. Plant. 30 
(2008) 167-174. 
[29] G. Busam, K.T. Junghanns, R.E. Kneusel, H. Kassemeyer, U. Matern. Characterization and 
expression of caffeoyl-coenzyme A 3-O-methyltransferase proposed for the induced 
resistance response of Vitis vinifera L., Plant Physiol. 115 (1997) 1039-1048. 
[30] D. Schmitt, A.F. Pakusch, U. Matern. Molecular cloning, induction, and taxonomic 
distribution of caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, an enzyme involved in disease resistance, 
J. Biol. Chem. 266 (1991) 17416-17423. 
ç[31] F. Martz, S. Maury, G. Pin on, M. Legrand. cDNA cloning, substrate specificity and 
expression study of tobacco caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, a lignin biosynthetic 
enzyme, Plant. Mol. Biol. 36 (1998) 427-437. 
[32]C.P. Joshi, V.L. Chiang. Conserved sequence motifs in plant 
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases, Plant. Mol. Biol. 37 (1998) 663-674. 
[33] J.P. De Mello, F. Petereit, A. Nahrstedt. Flavan-3-ols and prodelphinidins from 
stryphnodendron adstringens, Phytochem. 41 (1996) 807-813. 
[34] 新名淳彦、吉田和哉監修. 植物代謝工学ハンドブック, エヌ・ティー・エス発行 
(2002) . 
[35] R. Zhong, W. Herbert Morrison III, J. Negrel, Z.H. Ye. Dual methylation pathways in lignin 
biosynthesis, Plant Cell 10 (1998) 2033-2045. 
[36] L. Diana, K. Meyer, G. Chapple, C.J. Douglas. Antisense suppression of 4-coumarate: 
Coenzyme A ligase activity in arabidopsis leads to altered lignin subunit composition, Plant 
Cell 9 (1997) 1985-1998. 
[37] H. Lu, X. Meng, C.S. Yang. Enzymology of methylation of tea catechins and inhibition of 
１３３ 
 
catechol-O-methyltransferase by (-)-epigallocatechin gallate, Drug Metab. Dispos. 31 (2003) 
572-579. 
[38] Y. Zhang, H.P. Lv, C.Y. Ma, L. Guo, J.F. Tan, Q.H. Peng, Z. Lin. Cloning of a 
caffeoyl-coenzyme A O-methyltransferase from Camellia sinensis and analysis of its catalytic 
activity, J. Zhejiang Univ. Sci. B. 16 (2015) 103-112. 
[39] K. Okushio, M. Suzuki, N. Matsumoto, F. Nanjo, Y. Hara. Methylation of tea catechins by 
rat liver homogenates, Biosci. Biotechnol. Biochem. 63 (1999) 430-432. 
[40] C. Manach, G. Williamson, C. Morand, A. Scalbert, C. Rémésy. Bioavailability and 
bioefficacy of polyphenols in humans. I. review of 97 bioavailability studies, Am. J. Clin. 
Nutr. 81 (2005) 230S-242S. 
[41] G. Williamson, C. Manach. Bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans. II. 
review of 93 intervention studies, Am. J. Clin. Nutr. 81 (2005) 243S-255S. 
[42] K. Valli, M.H. Gold. Degradation of 2,4-dichlorophenol by the lignin-degrading fungus 
Phanerochaete chrysosporium, J. Bacteriol. 173 (1991) 345-352. 
[43] K. Valli, H. Wariishi, M.H. Gold. Degradation of 2,7-dichlorodibenzo-p-dioxin by the 
lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete chrysosporium, J. Bacteriol. 174 (1992) 
2131-2137. 
[44] C. Coulter, J.T. Kennedy, W.C. McRoberts, D.B. Harper. Purification and properties of an 
S-adenosylmethionine: 2,4-disubstituted phenol O-methyltransferase from Phanerochaete 
chrysosporium, Appl. Environ. Microbiol. 59 (1993) 706-711. 
[45] M.R. Jeffers, W.C. McRoberts, D.B. Harper. Identification of a phenolic 
3-O-methyltransferase in the lignin-degrading fungus Phanerochaete chrysosporium, 
Microbiol. 143 (1997) 1975-1981. 
[46] C. Coulter, J.T.G. Hamilton, D.B. Harper. Evidence for the existence of independent 
chloromethane- and S- adenosylmethionine-utilizing systems for methylation in 
１３４ 
 
Phanerochaete chrysosporium, Appl. Environ. Microbiol. 59 (1993) 1461-1466. 
[47] J.L. Ferrer, C. Zubieta, R.A. Dixon, J.P. Noel. Crystal structures of alfalfa caffeoyl coenzyme 
A 3-O-methyltransferase, Plant Physiol. 137 (2005) 1009-1017. 
[48] Y. Tanaka, M. Kirita, S. Miyata, Y. Abe, M. Tagashira, T. Kanda, M. Maeda-Yamamoto. 
O-methylated theaflavins suppress the intracellular accumulation of triglycerides from 
terminally differentiated human visceral adipocytes, J. Agric. Food Chem. 61 (2013) 
12634-12639. 
[49] Y. Tanaka, M. Kirita, Y. Abe, S. Miyata, M. Tagashira, T. Kanda, M. Maeda-Yamamoto. 
Metabolic stability and inhibitory effect of O-methylated theaflavins on H2O2-induced 
oxidative damage in human HepG2 cells, Biosci. Biotechnol. Biochem. 78 (2014) 1140-1146. 
[50] L. Gangehei, M. Ali, W. Zhang, Z. Chen, K. Wakame, M. Haidari. Oligonol a low 
molecular weight polyphenol of lychee fruit extract inhibits proliferation of influenza virus by 
blocking reactive oxygen species-dependent ERK phosphorylation, Phytomedicine 17 (2010) 
1047-1056. 
[51] H. Tachibana, K. Koga, Y. Fujimura, K. Yamada. A receptor for green tea polyphenol 
EGCG, Nat. Struct. Mol. Biol. 11 (2004) 380-381. 
[52] S. Yano, Y. Fujimura, D. Umeda, T. Miyase, K. Yamada, H. Tachibana. Relationship 
between the biological activities of methylated derivatives of (-)-epigallocatechin-3-O-gallate 
(EGCG) and their cell surface binding activities, J. Agric. Food Chem. 55 (2007) 7144-7148. 
[53] U. Blank, C. Ra, L. Miller, K. White, H. Metzger, J.P. Kinet. Complete structure and 
expression in transfected cells of high affinity IgE receptor, Nature 337 (1989) 187-189. 
[54] U. Blank, C. Ra, J.P. Kinet. Characterization of truncated α chain products from human, rat, 
and mouse high affinity receptor for immunoglobulin E, J. Biol. Chem. 266 (1991) 
2639-2646. 
[55] Y. Fujimura, D. Umeda, Y. Kiyohara, Y. Sunada, K. Yamada, H. Tachibana. The 
１３５ 
 
involvement of the 67 kDa laminin receptor-mediated modulation of cytoskeleton in the 
degranulation inhibition induced by epigallocatechin-3-O-gallate, Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 348 (2006) 524-531. 
[56] D. Umeda, H. Tachibana, K. Yamada. Tea catechin, epigallocatechin-3-gallate suppresses 
myosin II regulatory light chain phosphorylation, Biofactors 21 (2004) 387-389. 
[57] D. Umeda, S. Yano, K. Yamada, H. Tachibana. Green tea polyphenol 
epigallocatechin-3-gallate signaling pathway through 67-kDa laminin receptor, J. Biol. Chem. 
283 (2008) 3050-3058. 
[58] Y. Son, Y.K. Cheong, N.H. Kim, H.T. Chung, D.G. Kang, H.O. Pae. Mitogen-activated 
protein kinases and reactive oxygen species: How can ROS activate MAPK pathways? J. 
Signal Transduct. 2011 (2011) Article ID792639. 
[59] M. Kumazoe, K. Sugihara, S. Tsukamoto, Y. Huang, Y. Tsurudome, T. Suzuki, Y. Suemasu, 
N. Ueda, S. Yamashita, Y. Kim, K. Yamada, H. Tachibana. 67-kDa laminin receptor 
increases cGMP to induce cancer-selective apoptosis, J. Clin. Invest. 123 (2013) 787-799. 
[60] A.L. Gray, C.A. Stephens, R.L. Bigelow, D.T. Coleman, J.A. Cardelli. The polyphenols 
(-)-epigallocatechin-3-gallate and luteolin synergistically inhibit TGF-beta-induced 
myofibroblast phenotypes through RhoA and ERK inhibition, PLoS One 9 (2014) e109208. 
[61] Y. Fujimura, D. Umeda, S. Yano, M. Maeda-Yamamoto, K. Yamada, H. Tachibana. The 67 
kDa laminin receptor as a primary determinant of anti-allergic effects of O-methylated EGCG, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 364 (2007) 79-85. 
[62] J. Rivera. Molecular adapters in FcεRI signaling and the allergic response, Curr. Opin. 
Immunol. 14(6) (2002) 688-693. 
[63] Y. Baba, K. Nishida, Y. Fujii, T. Hirano, M. Hikida, T. Kurosaki. Essential function for the 




[64] X. Wen, T. Walle. Methylated flavonoids have greatly improved intestinal absorption and 
metabolic stability, Drug Metab. Dispos. 34 (2006) 1786-1792. 
[65] U.K. Walle, T. Walle. Bioavailable flavonoids: Cytochrome P450-mediated metabolism of 
methoxyflavones, Drug Metab. Dispos. 35 (2007) 1985-1989. 
[66] F. Nanjo, K. Goto, R. Seto, M. Suzuki, M. Sakai, Y. Hara. Scavenging effects of tea 
catechins and their derivatives on 1,1- diphenyl-2-picrylhydrazyl radical, Free Radic. Bio. 
Med. 21 (1996) 895-902. 
[67] Y. Hara, T. Ishigami. Antibacterial activities of tea polyphenols against foodborne 
pathogenic bacteria, Shokuhin Kogyo Gakkaishi 36 (1989) 996-999. 
[68] L. Sánchez-del-Campo, F. Otón, A. Tárraga, J. Cabezas-Herrera, S. Chazarra, J.N. 
Rodríguez-López. Synthesis and biological activity of a 3,4,5-trimethoxybenzoyl ester 





















山本 (前田) 万里博士 (元独立行政法人野菜茶業研究所所属) には、茶やメチル化カテ
キンに関する本論文全般にわたってご指導を頂きました。また、実験に対するご指導
や細胞評価を行っていただきました。深く感謝いたします。 
 本研究を遂行するにあたり、格別のご配慮を頂きましたアサヒグループホールディ
ングス株式会社泉谷直木代表取締役社長兼CEO、小路明善代表取締役社長兼COO、ア
サヒビール株式会社平野真一代表取締役社長に深く感謝いたします。 
また研究を共にして頂いた、横田豊一博士、佐見学博士、田頭素行博士、田中義久
博士、本間大樹氏に深く感謝いたします。株式会社エルビーの武藤正氏にはタンパク
質の精製方法に関して多大なるご指導を頂きました。理化学研究所内山元素化学研究
室の内山真伸博士、村中厚哉博士、臼井信也博士 (実験当時)にはポリフェノールの構
造に関する助言やカフェオイル‐CoA 化合物の合成に多大なるご協力を頂きました。
独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構果樹研究所の庄司俊彦博士には
LC-TOF-MSの測定を共に行って頂きました。 
本研究の遂行にあたり、ポリフェノールに関する多大なる助言や研究の方向性に関
してのアドバイス、投稿論文の構成に関してのご助言、そして学位取得の機会を頂き
ましたアサヒグループホールディングス株式会社の神田智正博士に深く感謝いたしま
す。 
筑波大学大学院の礒田博子教授には博士後期課程において学位を取得する機会を頂
き、さらには学位論文の構成等で多大なるご指導を頂きました。心から感謝いたしま
す。また、筑波大学大学院の張振亜教授、山路恵子准教授には論文審査を行って頂き、
１３８ 
 
適切な助言を頂きました。心から感謝いたします。 
最後になりましたが、私を応援して下さいました両親、生活面や精神的な心の支え
になって下さいました妻、子供達に心から感謝いたします。 
 
 
